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展の根幹をなす分子として知られる、p53 および human Telomerase reverse transcriptase（hTERT）
に着目し、既存の診断・治療法の OSCC への応用の可能性について研究を行うこととした。p53




熊本大学病院歯科口腔外科で根治手術を行った OSCC 患者 94 例において、手術前後に、
Ap53Ab を測定した。また、術前の生検標本で p53 抗体の免疫組織化学染色（IHC）を行った。
Ap53Ab の治療前後の抗体価変動、原発巣における p53 発現との相関、Ap53Ab の臨床的意義
を検討した。臨床的放射線耐性株を含む OSCC 細胞株を用いて、OBP-301 の標的分子 CAR・
hTERT の発現解析を行った。また、OSCC 臨床検体において hTERT の IHC を行い、臨床病理
学的意義を検討した。in vitro において抗腫瘍効果の検討、放射線感受性増感作用の検討、放射
線併用時の細胞死に関する分子機構の解析、Patient derived xenograft model を含む異種移植マ
ウスモデルにて抗腫瘍効果を家検討した。 
【結果】  
OSCC 全症例における Ap53Ab の陽性率は 23.4％であった。術前 Ap53Ab 陽性であった患者
の約７割で術後に抗体価の低下を認めた。また、Stage3-4 の進行症例になるほど Ap53Ab 陽性
率は上昇したが、抗体価の中央値に有意差は無かった。DO-1 抗体により検出した原発巣におけ
る p53 発現の結果と Ap53Ab 陽性率の間に正の相関を認めた。臨床病理学的意義の検討にお
いて、Ap53Ab 陽性と進行した cT カテゴリー、pN カテゴリー、pStage の間に有意な相関を認め
た。生存率に関して、Ap53Ab 陽性群で無病生存期間の有意差な低下を認めた。OSCC 細胞株









疫染色では p-STAT3 とその下流分子の発現低下を認め、in vitro と同様の結果を確認した。 
【考察】  
本研究結果から、Ap53Ab は OSCC 組織における p53 変異の代用マーカーと成り得る可能性
が示唆された。また、Ap53Ab は、OSCC 患者の再発リスクを予測するためのバイオマーカーと成
り得る可能性が示唆された。in vitro、vivo の解析から、hTERT は治療抵抗性 OSCC に高発現し
ている可能性が示唆され、hTERT を標的とする OBP-301 は有望な治療法の候補となることが示
唆された。OBP-301 は in vitro、 in vivo いずれにおいても、放射線抵抗性 OSCC 細胞株を含む




本研究結果から、Ap53Ab は OSCC の診断及び予後予測の一助になる腫瘍マーカーとなり得る
ことが示唆された。また、OBP-301 併用放射線療法は放射線耐性を克服可能とし、治療抵抗性
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BSA： Bovine serum albumin 
Bcl-xL: B-cell lymphoma-extra large 
CAR: Coxsackievirus and adenovirus receptor 
CCRT: Concurrent Chemoradiotherapy、化学療法・放射線治療同時併用療法 
CI： Combination Index 
CRR： Clinically relevant radioresistant、臨床的放射線耐性 
DFS： Diseiase-free survival 
DMEM： Dulbecco`s Modified Eagle Medium 
cDNA： Complementary DNA 
ELISA: Enzyme-linked immunosorbent assay 
FBS： Fetal bovine serum、10 ％ウシ胎児血清 
hTERT: human Telomerase reverse transcriptase 
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LC3: Light-chain 3、オートファジーマーカー 
MHDS assay： Modified high-density survival assay 
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5-1 口腔扁平上皮癌（Oral squamous cell carcinoma: OSCC） 
頭頸部癌は様々な悪性腫瘍の中で頻度の高い癌腫であり、その約 45 %を口腔癌が占め
ている（1）。口腔癌のうち 90 %以上は口腔扁平上皮癌（OSCC）である。OSCC の発生部位と
しては舌が最も多く約 60 %を占め、ついで歯肉 18 %、口底 10 %、頬粘膜 9 %、口蓋 3 %と
続く。OSCC の 5 年累積生存率は stageⅠ, Ⅱにおいて 80 %以上であるが、stageⅢ, Ⅳでは
60 %前後となる（2）。また、OSCC に罹患すると食事や嚥下、発音などが困難となり、患者の






















5-2-1 血清 p53 抗体（Ap53Ab） 
血清 p53 抗体（Ap53Ab）は、悪性腫瘍の中で最も変異頻度が高い TP53 腫瘍抑制遺伝子





田らによる研究結果を基に（14）、Ap53Ab 測定は 2007 年に日本の食道癌、大腸癌、および
乳癌において保険収載され、日常の臨床診療に適用されている。OSCC を含む頭頸部癌に
おいても、Ap53Ab 発現を調査したいくつかの研究があるが（9,15,16）、本邦の日常臨床にお





を含む頭頸部癌の予後因子として Ap53Ab の有用性を評価した研究はない。TP53 変異が
頻繁に発生し、これらの変異が悪性形質に悪影響を及ぼしていることを考えると（20）、我が
国の日常臨床に即した Ap53Ab の有用性を再評価することは重要と考えられる。 
 
5-2-2 ヒトテロメア逆転写酵素 （hTERT） 

















素（Reactive oxygen species: ROS）の発生を通して DNA 損傷を引き起こし細胞死を誘導す
る（25）。過去に当教室からも、OSCC において炎症性サイトカインである IL-6 が Nrf2 抗酸
化経路を介して放射線耐性に寄与していることを報告している（26）。また、多くの癌で高発現
している hTERT も他癌腫や OSCC を含む頭頸部癌において、放射線耐性に関与していると
の報告がある。しかし、未だ詳細なメカニズムには不明な点が多く残っている。この放射線抵
抗性を解明することが OSCC 患者の予後に大きく貢献すると考えられる。 
 
5-4 抗腫瘍ウィルス （テロメライシン; OBP-301） 









がんの発生・進展の根幹をなす分子として知られる、p53 および human Telomerase reverse 
transcriptase（hTERT）に着目し、既存の診断・治療法の OSCC への応用の可能性について






















6-1 口腔癌患者の血清 p53 抗体レベルの臨床的重要性の再評価 
6-1-1 臨床検体 
調査対象は、2015 年 4 月から 2018 年 3 月の間に熊本大学病院歯科口腔外科で一次治療
として根治的切除を受けた OSCC 患者 94 人。治療開始前に遠隔転移があった患者は、この
研究から除外した。患者は、CT、MRI、超音波検査、および PET-CT 所見を含む組織学的お
よび放射線学的所見に基づいて診断した。すべての腫瘍は、AJCC の TNM 分類第 8 版
（30）に従って病期分類され、分化度は WHO 分類（31）に従って決定した。根治手術終了
後、2020 年 3 月までフォローアップを行った。本研究は熊本大学倫理委員会（承認番号
RINRI：1427）の承認を得て実施された。 
 
6-1-2 血液サンプルと Ap53Ab の測定 
全血液サンプルは、手術前より OSCC の患者から定期的に収集した。 Ap53Ab の抗体価
は、ELISA キット MESACUP 抗 p53 テスト（コード No.7640E、医学生物学研究所、名古屋、
日本）を使用して測定した。測定の正確さを確保するために、患者の臨床データを知らされて
いない研究者と検査室の専門家で一緒に測定を行った。 Ap53Ab のカットオフ値は、日本全
国の日常診療において他の悪性腫瘍に対して一般的に 1.3 U / mL に設定されていることを
考慮して、本研究では同じカットオフ値を採用した。 
 
6-1-3 p53 免疫組織学的染色 
ホルマリン固定パラフィン包埋標本を 4μm の切片に薄切し、MAS-GP コーティングスライド
（松波ガラス、大阪、日本）に接着・固定した。脱パラフィン後、エタノールで再水和を行い、切
片を 0.01 mol / L クエン酸緩衝液（pH 9.0）を用いてオートクレーブ内で 121℃で 15 分間加熱
し抗原賦活化を行った。その後 3 %過酸化水素含有メタノールにて 30 分間処理し、内因性
ペルオキシダーゼ活性の除去を行った。次に、切片を Protein Block Serum Free Reagent 
（Dako、Glostrup、Denmark）を用いて 15 分間湿潤状態で反応させた。一次抗体は p53 抗体
（DO-1、Santa Cruz Biotechnology、テキサス、アメリカ; PAb240、Abcam、ケンブリッジ、英国）
を用い、4℃で一晩反応させた。続いて、二次抗体として EnVision + System-HRP Labeled 
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Ap53Ab ステータスと臨床病理学的要因の間の P 値を計算するために、フィッシャーの直接
確率検定を採用した。 Ap53Ab の正規分布していなかった。 したがって、Kruskal-Wallis 検
定と Bonferroni-Dunn 検定を使用して、各臨床段階における Ap53Ab の治療前の値を評価
した。 カプランマイヤー法とログランク検定を使用して生存分析を実行し、Cox 回帰モデルを
使用して多変量解析を実行し、Ap53Ab 状態と全生存（OS）および無病生存（DFS）との関連
を評価した。 すべての P 値は両側検定に基づいており、0.05 未満の P 値は統計的に有意
であると見なした。 すべての統計分析は、JMP 9 ソフトウェアプログラム（SAS Institute Inc., 
Cary, NC, USA）を使用して実行した。 
 
6-2 抗腫瘍ウィルス OBP-301 による OSCC の放射線耐性克服と新規治療開発 
6-2-1 培養細胞 
口腔癌に由来するヒト OSCC 細胞株、SAS、HSC-2、Ca9-22 は、国立研究開発法人 医薬
基盤・健康・栄養研究所 JCRB 細胞バンク（大阪、日本）より購入した。また SAS、HSC-2、
Ca9-22 より樹立された臨床的放射線耐性細胞株（Clinically relevant radioresistant、CRR）で
ある SAS-R、HSC-2-R、Ca9-22-R を放射線耐性口腔癌細胞株として使用した。細胞は、10％
ウシ胎児血清（Fetal bovine serum; FBS）を添加した Dulbecco`s Modified Eagle Medium 
（DMEM）を用いて、37 ℃、5 % CO2 下で培養した。 
 
6-2-2 放射線照射 
2、4、6 および 10 Gy の照射線量は、150 KVp X 線発生器（MBR-1520R; 日立、東京、日
本）を使用して、0.5 mm アルミニウム plUS0.1 mm 銅フィルターで全濾過して照射した。線量
率は 1.01 Gy/min であった。 
 
6-2-3 細胞増殖活性の測定 
対数増殖期にある OSCC 細胞株（SAS、HSC-2）及び CRR 細胞株（SAS-R、HSC-2-R）を 1
ウェルあたり 2.5×103 個ずつ 96 ウェルマイクロプレートに播種した。播種から 24 時間後に各
濃度の OBP-301 （MOI: 0, 100, 1000, 1000） を播種した。任意の時間培養し、Cell Counting 
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Kit-8 （Dojindo、熊本、日本） を各ウェルに 10μL ずつ加え、インキュベーター内で 1 時間呈







6-2-4 The modified high-density survival assay（MHDS assay） 
MHDS assayは、桑原らの報告に従って実施した（35）。 指数関数的に増殖する細胞（1 x 
106）を60 mmのdish（AGG Inc.）に播種し、10％FBSを添加したDMEMで24時間培養した。 
細胞を各濃度のOBP-301（MOI: 0, 100, 1000, 10000）で処理し、24時間後に放射線（0, 2, 4, 6 
Gy）を照射した。照射から72時間後、各dishの細胞の10％を新しい60 mm dishに播種し、さら
に72時間インキュベートした。 各dishの細胞の総数は、Cell counter（Bio Rad）を使用して決
定し、細胞生存率を算出した。 
 
6-2-5 Combination analysis 
OBP-301 と放射線照射の併用効果は、CalcuSyn（BioSoft, Inc., Cambridge, UK）を用いて併
用指数（Combination Index; CI）を算出することにより解析した。CI は、治療法の組み合わせ
における相加効果（CI＝1）、相乗効果（CI＜1）、拮抗効果（CI＞1）を定量的に定義するもの
である。CI の算出は Chou の方法に基づいて行った（36）。 
 
6-2-6 Western blotting 
全細胞タンパク質は Minute Cytoplasmic and Nuclear Extraction Kits（Invent Biotechnologies 
Inc., Plymouth, MN, USA）を用いて抽出した。10％〜20％SDS-PAGE に分離し、ニトロセル
ロースメンブレンに転写して 2 時間ブロッキング処理を行った。メンブレンを一次抗体カクテル
（5 %BSA 含有 TBS-T で希釈）で 4℃で一晩反応させた。TBS-T で洗浄し、二次抗体カクテ
ルに室温で 60 分間イ反応させた。メンブレンを洗浄後、ECL プライム検出キット（GE 
Healthcare, Chicago, IL, USA）を使用して発色させた。発色光は、C-DiGit ブロットスキャナー
を使用して測定され、画像は、C-Digit の Image studio（LI-COR Biosciences, Lincoln, NE, 
USA）を使用して分析された。各タンパク質の相対的発現は、Image J 1.52q ソフトウェア
（National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA）を使用して算出した。OSCC 細胞株にお
ける、CAR・hTERT の発現は Western blotting 法で確認した。5 μg の全細胞タンパク質を
10 %〜20 % SDS-PAGE にて分離し、ニトロセルロースメンブレンに転写し、60 分間ブロッキ
ング処理を行った。使用した抗体および希釈倍率は以下の通りである。mouse anti-hTERT 
antibody（M216-3; MBL）, 1/1,000; rabbit anti-CAR antibody（16984; Cell Signaling 
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Technology、Danvers、MA、USA）, 1/1,000; rabbit anti-STAT3 antibody（4909; Cell Signaling 
Technology）, 1/1000; rabbit anti-p-STAT3 antibody（9145; Cell Signaling Technology）, 
1/1,000; rabitt anti-Bcl-xL antibody（2764; Cell Signaling Technology）, 1/1000; rabitt anti-
Survivin antibody（2808; Cell Signaling Technology）, 1/1000; rabitt anti-Cleaved caspase3 
antibody（9664; Cell Signaling Technology）, 1/1000; rabitt anti-LC3 A/B antibody（12741; Cell 
Signaling Technology）, 1/1000; rabitt anti-p62 antibody（PM045; MBL）, 1/100; anti mouse 
IgG, HRP-linked antibody（7076; Cell Signaling Technology）, 1/2,000; anti rabitt IgG, HRP-
linked antibody（7074; Cell Signaling Technology）, 1/2,000 
 
6-2-7 RT-PCR 
 FastGeneTM RNA Basic Kit（NIPPON Genetics, 東京, 日本）を使用して total RNA を分離
し、ReverTra Ace qPCR RT Kit（Toyobo, 大阪, 日本）を使用して cDNA に逆転写した。Light 
Cycler 1.5（Roche, Basel, Switzerland）を用い、Thunderbird SYBR qPCR Mix（Toyobo）を使用
して PCR を実行した。得られたデータは、ハウスキーピング遺伝子として GAPDH を使用し、
ΔΔCt 法で分析した。使用したプライマーリストを以下に示す。 
hTERT （forward: 5′-TTCCTGCACTGGCTGATGAGTGT-3′; reverse: 5′-
CGCTCGGCCCTCTTTTCTCTG-3′）; CAR （forward: 5′-
AGCCTTCAGGTGCGAGATGTTACG-3′; reverse: 5′-
TACGACAGCAAAAGATGATAAGAC-3′）; and GAPDH （forward: 5′-
GGGAAGGTGAAGGTCGGAGTC-3′; reverse: 5′-AGCAGAGGGGGCAGAGATGAT-3′）. 
 
6-2-8 臨床検体 
原発腫瘍組織は、2003 年 10 月から 2009 年 1 月の間に熊本大学病院で治療された 50 例











標本を 4μm の切片に薄切し、MAS-GP コーティングスライド（松波ガラス、大阪、日本）に接
着・固定した。脱パラフィン後、エタノールで再水和を行い、切片を 0.01 mol / L クエン酸緩衝
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液（pH 9.0）を用いてオートクレーブ内で 121℃で 15 分間加熱し抗原賦活化を行った。その後
3 %過酸化水素含有メタノールにて 30 分間処理し、内因性ペルオキシダーゼ活性の除去を
行った。次に、切片を Protein Block Serum Free Reagent （Dako、Glostrup、Denmark）を用い
て 15 分間湿潤状態で反応させた。一次抗体は anti- human TERT (TMab-6, Wako, Japan), 
1/100; anti-human Ki-67 （Dako, Glostrup, Denmark）,1/200; rabbit anti-p-STAT3 antibody
（9145; Cell Signaling Technology）, 1/1,00; rabitt anti-Bcl-xL antibody（2764; Cell Signaling 
Technology）, 1/200; rabitt anti-Survivin antibody（2808; Cell Signaling Technology）,1/500 を
用い、4℃で一晩反応させた。続いて、二次抗体として EnVision + System-HRP Labeled 






MitoMP は、JC-1 MitoMP 検出キット（Dojindo）で測定した。EVs 作用後または miRNA 
mimic もしくは siRNA 導入後の SAS 細胞を JC-1 で処理した（4μM, 37℃, 30 分）。24 時間後
に MitoMP レベルを、蛍光プレートリーダー（SpectraMax i3x）を使用して蛍光強度比（赤：535 





各細胞（SAS, HSC-2, SAS-R, HSC-2-R）を、100 μL の 96 ウェルプレートに播種してから 24
時間後に、アネキシン V アポトーシスアッセイ（Promega）で処理し、4 つのグループ（Control, 
OBP-301, IR, OBP-301+IR）に分けた。 各グループの処理後、蛍光強度（485 nm（Ex）、525 
nm（Em））は、照射の 72 時間後にプレートリーダーを使用して測定した。 
 
6-2-12 OSCC 細胞株、CRR 細胞株による異種移植マウスモデル 
 本研究は BALB/c nu/nu マウス（BALB マウス；CHARLES RIVER LABORATORIES 
JAPAN, INC）を用いた。動物の飼育は熊本大学動物資源開発研究施設で行い、熊本大学
動物実験における倫理基準にも基づき実験を行なった。SAS、SAS-R 細胞をトリプシン処理
にて剥離し、血清を除いた DMEM で洗浄した後、1x107 個/100μL の濃度で PBS に懸濁し、







PDX モデルは、当科で治療を受けた舌癌患者（組織型 SCC, pT2N3bM0）の摘出組織を







301（1x1011PFU/100μL）を、治療の 1 日目、18 日目、32 日目に腫瘍に局所注射した。放射線
照射は、治療開始 4 日目より開始し、2Gy を週 5 回、計 6 週間施行した。腫瘍体積の計測
は，ノギスを用いて腫瘍の長さと幅を測定した（n＝3／群）。腫瘍の体積は次の式で算出し
た。V（体積）＝L×W2×0.5（L は各腫瘍の長さ、W は各腫瘍の幅を表す）。 
 
6-2-15 統計分析 
2 つのグループ間の平均値の差は、スチューデントの t 検定を使用して分析し、複数のグル
ープ間の平均値の差は、ボンフェローニ/ダン検定を使用した一元配置分散分析によって分
析した。すべての P 値は、両側統計分析に基づいて算出し、0.05 未満の P 値は統計的に有






























7-1 口腔癌患者の血清 p53 抗体の臨床的重要性の再評価 
 
7-1-1 研究集団における Ap53Ab の陽性率 
OSCC 患者の Ap53Ab の陽性率を調査するため、研究対象集団の Ap53Ab 値を測定した。
カットオフ値は日本の日常診療で採用されている 1.3U / mL に設定した。 結果は、OSCC 患
者 94 人のうち、23 人（23.4％）が Ap53Ab 陽性であった。OSCC 患者の平均 Ap53Ab レベル













さらに、Ap53Ab レベルの低下は、手術前に Ap53Ab レベルが測定可能であった 23 人の患
者のうち 13 人（56.5％）で観察された。特に、手術前に Ap53Ab（> 1.3 U / mL）が陽性であっ







7-1-2 Ap53Ab と p53 の免疫組織化学的染色との関連 
Ap53Ab status と原発腫瘍における変異 p53 の発現の関連を調べるために、TP53 変異を
検出するための代表的な抗体である DO-1 と PAb240 を使用して p53 の免疫組織化学的染
色を行った。各抗体における p53 の代表的な免疫染色の結果を Figure 2A、2B に示す。 
Case. No Before surgery After surgery
4 5.05 4.61 Decrease
6 3.00 3.49 Increase
13 2.62 2.49 Decrease
21 2.05 1.48 Decrease
22 2.20 1.83 Decrease
26 0.84 1.19 Increase
31 0.23 0.76 Increase
32 0.53 0.56 Increase
37 0.87 0.34 Decrease
39 1.43 1.56 Increase
40 6.28 0.79 Decrease
53 1.01 1.22 Increase
64 3.56 3.98 Increase
65 2.79 2.34 Decrease
66 1.02 1.00 Decrease
67 35.50 33.20 Decrease
68 0.86 0.71 Decrease
71 0.62 0.88 Decrease
73 0.63 1.02 Increase
74 0.79 1.25 Increase
77 1.32 1.01 Decrease
93 1.26 1.20 Decrease
94 0.95 0.94 Decrease





scale bar: 20μm 
Figure 2B 
 
scale bar: 20μm 
 
免疫染色の結果、OSCC の 94 人の患者のうち 47 人（50.0％）が DO-1 に陽性であり、33
人（35.1％）が PAb240 に陽性であった。さらに、48 人の患者（51.1％）が DO-1 または
PAb240 のいずれかに対して陽性であった（Table 2）。 Ap53Ab と原発腫瘍における DO-1
の発現状態の間には有意な相関関係があった（P = 0.027）（Table 2）。統計学的有意性はな
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7-1-3 Ap53Ab status と臨床病理学的特徴との関連 
OSCC 患者 94 例における Ap53Ab status の臨床的重要性を明らかにするために、Ap53Ab 
status と臨床病理学的因子との相関関係を検討した。対象患者の臨床病理学的因子を、2 つ
のグループ（Ap53Ab 陽性および Ap53Ab 陰性）に分けて、解析した。その結果、Ap53Ab 陽
性率は、進行した cT カテゴリー、pN カテゴリー、および pStage 分類の患者で有意に高かっ





Antibody Total Negativen (%)
Positive
n (%) P  - value
94 72 (76.6) 22 (23.4)
DO-1 0.027*
Negative 41 (56.9)  6 (27.3) 
Positive 31 (43.1) 16 (72.7) 
Pab240 0.126
Negative 50 (69.4) 11 (50.0) 
Positive 22 (30.6) 11 (50.0) 
Either DO-1 or Pab240 positive 0.226
No 38 (52.8)  8 (36.4) 
Yes 34 (47.2) 14 (63.6) 
Correlation between the Ap53Ab status and the results of immunohistochemical staining of p53
in 96 patients with oral squamous cell carcinoma.
Ap53Ab status
Abbreviation: Ap53Ab=serum anti‑p53 antibody.
Fisher's exact test for categorical factors were used to calculate P -values between Ap53Ab
status and the results of immunohistochemical staining in primary tumor. * , P  < 0.05
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Characteristics Total Negativen (%)
Positive
n (%) P  - value
94 72 (76.6) 22 (23.4)
Age  (years)
    Median 66.8 66.3 68.5
    ≤ 65 33 25 (34.7)  8 (36.4) 1.000
    > 65 61 47 (65.3) 14 (63.6) 
Sex
    Male 57 41 (56.9) 16 (72.7) 0.220
    Female 37 31 (43.1)  6 (27.3) 
Oral subsite
    Tongue 51 40 (55.6) 11 (50.0) 0.901
    Oral floor 9  6 ( 8.3)  3 (13.6) 
    Mandible 21 15 (20.8)  6 (27.3) 
    Maxilla 5  4 ( 5.6)  1 ( 4.5) 
    Buccal mucosa 7  6 ( 8.3)  1 ( 4.5) 
    Hard Palate 1  1 ( 1.4)  0 ( 0.0) 
clinical T-category
    T1 21 19 (26.4)  2 ( 9.1) 0.04*
    T2 50 40 (55.6) 10 (45.5) 
    T3 13  8 (11.1)  5 (22.7) 
    T4 10  5 ( 6.9)  5 (22.7) 
clinical N-category 0.249
    0 73 58 (80.6) 15 (68.2) 
    ≥ 1 21 14 (19.4)  7 (31.8) 
clinical Stage 0.077
    I 21 19 (26.4)  2 ( 9.1) 
    II 42 34 (47.2)  8 (36.4) 
    III 14  9 (12.5)  5 (22.7) 
    IV 17 10 (13.9)  7 (31.8) 
pathological T-category 0.054
    T1 19 17 (23.6)  2 ( 9.1) 
    T2 55 44 (61.1) 11 (50.0) 
    T3 14  8 (11.1)  6 (27.3) 













    T4 6  3 ( 4.2)  3 (13.6) 
pathological N-category 0.010*
    0 84 68 (94.4) 16 (72.7) 
    ≥ 1 10  4 ( 5.6)  6 (27.3) 
pathological Stage 0.013*
    I 19 17 (23.6)  2 ( 9.1) 
    II 52 43 (59.7)  9 (40.9) 
    III 12  7 ( 9.7)  5 (22.7) 
    IV 11  5 ( 6.9)  6 (27.3) 
Differentiation 0.361
    Well 48 34 (47.2) 14 (63.6) 
    Moderate 42 34 (47.2)  8 (36.4) 
    Poor 4  4 ( 5.6)  0 ( 0.0) 
WPOI 0.335
    1, 2 29 22 (30.6)  7 (31.8) 
    3 41 34 (47.2)  7 (31.8) 
    4, 5 24 16 (22.2)  8 (36.4) 
Local recurrence 0.694
    No 84 65 (90.3) 19 (86.4) 
    Yes 10  7 ( 9.7)  3 (13.6) 
Delayed neck metastasis 0.175
    No 82 64 (88.9) 17 (77.3) 
    Yes 12  8 (11.1)  5 (22.7) 
Distant metastasis 0.664
    No 87 67 (93.1) 20 (90.9) 
    Yes 13 5 ( 6.9)    2 ( 9.1)
Abbreviation: Ap53Ab=serum anti‑p53 antibody.
Fisher's exact test for categorical factors were used to calculate P -values between Ap53Ab
status and clinicopathologic factors in 94 OSCC patients. * indicated P  < 0.05
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7-1-4 Ap53Ab の状態と予後との関連 
Ap53Ab status が生存期間に与える影響を評価するために、カプランマイヤー法を使用し
て、94 例の OSCC 患者の DFS と OS を分析した。その結果、Ap53Ab 陽性患者の 5 年 DFS
は、Ap53Ab 陰性の患者よりも有意に低かった（P = 0.043）（Figure 3A）。一方で、5 年 OS に













さらに、OSCC の 94 人の患者に対する Cox 比例ハザード回帰モデルを使用した多変量解
析したところ、Ap53Ab status（ハザード比（HR）、2.807; 95％信頼区間（CI） 1.029–7.160; P = 
0.044）、cN 分類（HR、0.176; 95％CI 0.035–0.678; P = 0.012）、cStage 分類（HR、4.412; 95％
CI 1.065–20.529; P = 0.041）、および WPOI（HR、3.579; 95％CI 1.816 –7.665; P <0.001）は、







Variables Assigned score Hazard ratio (95% CI) P  - value
Ap53Ab status
     Negative 0 2.807 (1.029 - 7.160) 0.044*
     Positive 1
Primary site
     Tongue 0 0.859 (0.354 - 2.202) 0.761
     Others 1
clinical T-category
     T1 1 0.454 (0.131 - 1.315) 0.148
     T2 2
     T3 3
     T4 4
clinical N-category
     N0 1 0.176 (0.035 - 0.678) 0.012*
     ≥ N1 2
clinical Stage
     Stage 1 1 4.412 (1.065 - 20.529) 0.041*
     Stage 2 2
     Stage 3, 4 3
WPOI
     WPOI-1, 2 1 3.579 (1.816 - 7.665) < 0.001**
     WPOI-3 2
     WPOI-4, 5 3
The results of a multivariate regression analysis for predicting the disease-free survival
of 94 patients with oral squamous cell carcinoma.
Abbreviation: Ap53Ab=serum anti‑p53 antibody.  WPOI=Worst pattern of invasion.
CI=confidence interval. * P  < 0.05, ** P  < 0.01.
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7-2  抗腫瘍ウィルス・OBP-301 による OSCC の放射線耐性克服と新規治療開発 
 
7-2-1 OSCC 細胞株及びヒト口腔粘膜正常細胞における CAR、hTERT の発現解析 
CAR と hTERT は OBP-301 の治療標的となる分子である。我々は、OBP-301 が OSCC 細
胞株に腫瘍特異的な抗腫瘍効果を示すかを確認するため、まず CAR と hTERT の発現解析
を行なった。その結果、我々が用いた全ての OSCC 細胞株（CRR 細胞株含む）と HNOKs に
おいて、遺伝子レベル、タンパク質レベルの両方で CAR の発現を確認した。一方で、hTERT
は全ての OSCC 細胞株において、遺伝子レベル、タンパク質レベルの両方で発現を確認し





























































































7-2-2 OSCC 患者における hTERT の臨床病理学的意義 
OSCC 臨床検体における hTERT 発現の臨床病理学的意義を検討するため、当科で術前
化学放射線療法（CRT）を施行した進行 OSCC 患者の術前検体を用いて免疫組織科学的染
色を行なった。その結果、ほとんどの検体で hTERT の発現を確認できた。しかし、hTERT の
発現の程度は検体間で差があり、同一腫瘍内でも発現が不均一な症例もあった（Figure 4c、
d）。 
臨床病理学的因子との相関を検討したところ、hTERT 高発現群は CRT に対する病理学
的治療効果が有意に不良であり（Table 5）、予後解析においても hTERT 高発現群は無病生
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7-2-3 OBP-301 による OSCC 細胞株への抗腫瘍効果と放射線感受性増感効果の検討 
OBP-301 はいずれの OSCC 細胞株に対しても濃度依存的に抗腫瘍効果を示し、その至適
濃度は MOI:1000〜10000 であった（Figure 5a）。また、HDS アッセイにより、OBP-301 は放射
線照射と併用すると、いずれの OSCC 細胞株に対しても放射線感受性を上昇させることが分
かった（Figure 5b,c）。さらに、併用療法の組み合わせ指数を表す Combination Index（CI）を
























































































































































































7-2-4 OBP-301 は STAT3 を介してアポトーシス及びオートファジーを制御する 
OBP-301 と放射線照射の併用による細胞死の分子機構を解明するため、Annexin V 
apotosis assay により、アポトーシスによる細胞死の量を比較した。その結果、全ての細胞株
で OBP-301 併用放射線療法で最もアポトーシスの増加を認めた（Figure 6a）。次に、ミトコン
ドリアの膜電位の測定を行った。その結果、OBP-301 を投与後に放射線照射した細胞株は、
単独治療を行った細胞株より、膜電位が優位に低下していた（Figure 6b,c）。また、Western 
Blot の結果では、OBP-301 の投与により、STAT3 のリン酸化と、その下流分子である Bcl-
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で最も発現が増加していた。さらに、OBP-301 の投与により、LC-3-II/ LC-3-I に変動があり、
p62 の発現が低下したことから、オートファジーの誘導が増加したことが示された（Figure 
6d）。 






































































































































































































































































































































































































































































































モデルを用いて実験を行った。OBP-301 は Day1、18、32 で腫瘍に局所注射した。放射線照
射は Day4 より開始し、1 日に 2Gy を週に５回で合計 6 週間行った（Figure 7a）。 
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同じサンプルでは pSTAT3 及びその下流分子の Bcl-xL、Survivin の発現低下を認め、これ
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8-1 口腔癌患者の血清 p53 抗体の臨床的重要性の再評価 
1990 年代後半から 2000 年代初頭にかけて報告された Ap53Ab 陽性率は OSCC を含む頭
頸部 SCC で約 15％〜30％であった（16, 37–45）。これらの結果は ELISA を使用して得られ
た値に基づいているが、統一された測定方法での結果ではない。言い換えれば、Ap53Ab 陽
性率の違いは測定方法や機器に依存する可能性がある。2003 年に島田ら（14）は、国内多
施設で統一した測定方法で Ap53Ab を測定し、その結果を基に本邦では MESACUP 抗
p53Ab テスト ELISA キットによる Ap53Ab 測定が保険収載された。この島田らによる報告で
は、HNSCC で 35％の Ap53Ab の陽性率が報告されている（14）。Ap53Ab の有用性に関す
る研究結果を実臨床に活かすためには、日常臨床で使用される測定方法で測定を行う必要
がある。したがって、この研究では OSCC 患者の Ap53Ab 測定に MESACUP anti-p53Ab 
Test ELISA キットを使用した。その結果、Ap53Ab 陽性率は 23％となり、これは過去の報告
とほぼ同様であった（14）。一方で、本研究は OSCC に焦点を当て、我が国での日常臨床診
療に基づいてデータを収集した最初の研究である。近年、坂本らは Ap53Ab（> 1.3 U / mL）
が陽性の結腸直腸癌患者の大多数で根治的切除後に Ap53Ab 値が低下したことを報告した




野生型 p53 タンパク質は半減期が短く（20〜30 分）、細胞内で急速に分解されるが、変異型
p53 タンパク質は分解時間が大幅に遅れ、核に蓄積する。したがって、変異型 p53 タンパク
質は免疫組織化学的にタンパク質の過剰発現として同定することができる。逆に、TP53 の遺
伝子異常の存在は、タンパク質の過剰発現から推測することができる。以前の報告と同様に
（15, 43, 47）、本研究では、原発腫瘍における Ap53Ab status と p53 の発現状態との間に正
の相関関係が認められた。我々の研究結果は、過去に報告されているように、原発巣におけ
る p53 の蓄積が p53 自己抗体の産生に関与しているという仮説を裏付けている（38, 48, 
49）。一方で、いくつかの研究で TP53 変異症例の約 10〜30％が、p53 免疫組織化学的染色
に対して陰性の免疫反応を示すことが報告している（33, 50-52）。この研究のデータは、原発
腫瘍における p53 の過剰発現が、Ap53Ab 陽性の患者の約 70％にとどまったことと一致して
いる（Table 2）。つまり、本研究は Ap53Ab が OSCC および他の悪性腫瘍の原発腫瘍におけ
る p53 変異の有無もある程度ではあるが予測できることを示している。さらに、MESACUP 
anti-p53Ab Test ELISA キットは、OSCC における p53 変異の有無を予測するための低侵襲
な診断方法として使用できる可能性があると考えられる。しかし、Ap53Ab status と腫瘍サン
プルにおける TP53 の変異状態との正確な関係を解明するには、追加の分析が必要である。 
Ap53Ab と OSCC を含む HNSCC の臨床的特徴との相関関係についてはさまざまな報告が
ある。 Wollenberg らは（40）、Ap53Ab の陽性は、組織学的分類、T 分類、または UICC 分
 34













の予後不良と関連していることが報告されている（18, 45, 55, 56）。本研究では、以前の報告
と同様に、特に DFS に関して、Ap53Ab status と予後の間に有意な相関関係が観察された
（Figure 3a）。さらに、Ap53Ab 陽性は、DFS における独立した予後因子であった（Table 4）。こ
れらの結果の理由として、Ap53Ab 陽性患者では、高度悪性形質を有する傾向にあったこと
が考えられた（Table 3）。さらに、Ap53Ab 陽性率は、病理学的リンパ節転移の場合だけでな
く、頸部再発の場合にも高い傾向があったため（データ未掲載）、Ap53Ab は OSCC 患者の
潜在性頸部転移の予測マーカーである可能性がある。まとめると、本研究データは Ap53Ab 
status が OSCC 一次治療後の再発・転移を予測するバイオマーカーである可能性があること
を示している。私たちの仮説を支持するように、島田ら（12）は最近、大腸癌における Ap53Ab
の周術期モニタリングの有用性を報告した。したがって、現在我々は、OSCC における臨床的
重要性を明らかにするために、Ap53Ab および典型的な OSCC 腫瘍マーカーである SCCAg
のレベルの推移を経時的に測定するための前向き観察研究を開始している。 
 






あった（60-62）。OSCC を含む HNSCC においても、hTERT が予後因子および放射線抵抗性
の誘導因子として報告されているが（63）、OSCC のみについて報告されたことはなく、その臨
床的意義はまだ完全には解明されていない。本研究では、hTERT は OSCC 患者の臨床検
体において普遍的に発現しており、過去に他癌腫で報告されているように予後不良因子であ
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った。この結果から、hTERT が OSCC においても治療抵抗性を含む高度の悪性形質に寄与
している可能性が示唆された。抗腫瘍ウィルス・OBP-301 は搭載された hTERT プロモーター
によって腫瘍特異的に複製し、抗腫瘍効果を発揮する（64-67）。hTERT 発現が高いほど
OBP-301 の抗腫瘍効果が高いという報告がある（68）。化学放射線療法または放射線療法に
耐性のある一部の難治性 OSCC 患者は、hTERT が過剰発現している可能性が高いことか
ら、hTERT を標的とした OBP-301 による治療抵抗性の克服が期待される。OSCC 細胞株由
来の CRR 細胞株における hTERT の発現が他の OSCC 細胞株よりも比較的高かったこと
は、この仮説を裏付ける結果と言えるだろう。また、OSCC 細胞株において個体差はあるもの
の、hTERT の発現を認めたが、HNOKs では hTERT の発現を確認できなかったことから、
OBP-301 が OSCC に対しても、腫瘍細胞で選択的に複製し、抗腫瘍効果を発揮する可能性
が示された。過去の報告では、腫瘍細胞に抗腫瘍効果を示す OBP-301 の濃度は腫瘍によっ
て差があり、概ね MOI:1〜100 の範囲であった（69）。本研究では OBP-301 の投与により、明
らかに増殖活性が低下したのは MOI:1000 からであった。本研究では検討できていないが、
この差は、OSCC 細胞が他の癌腫と比較して CAR、あるいは hTERT の発現が少ない可能
が考えられる。このことを立証するには、更なる検討が必要である。HDS アッセイ及び
Combination Index の算出により、OBP-301 併用放射線照射では、OSCC 細胞株のみなら
ず、CRR 細胞株においても有意に相乗的な抗腫瘍効果が発揮されることが示された。これは









療標的としての報告がある（75）。しかし、OSCC では舌癌で Bcl-xL の予後不良因子としての
報告はあるが（76）、十分な研究は未だなされていない。Survivin は IAP ファミリーのメンバー
であり、主な機能としてアポトーシスの阻害、細胞周期・増殖の促進作用をもつ抗アポトーシ
ス分子である（77）。HNSCC を含む多くの癌で Survivin を阻害することによる放射線感受性
増感に関する報告がある（78-80）。OSCC においても、Survivin の抑制による放射線耐性克
服に関する報告がある（81）。STAT3 は、癌細胞において多くの遺伝子発現を活性化する転
写因子である。STAT3 の活性化が下流の Bcl-xL や Survivin の制御をしていることは過去
に多くの報告がされている（82-85）。本研究では、OBP-301 を投与した細胞株ではウェスタン
ブロットで p-STAT3、Bcl-xL、Survivin の発現が低下した。これは、STAT3 の活性化が抑え
られたことで BcL-xL、Survivin の転写が抑制されたと考えられた。また、各細胞株において、
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ミトコンドリアの膜電位が OBP-301 < IR < OBP-301+IR の順に優位に低下したのは、OBP-
301 により Bcl-xL が抑制された状況下で放射線照射が行われたためと思われた。ミトコンド
リア膜電位の低下はカスパーゼカスケードを促進し、結果として細胞をアポトーシスへ導く。ま
た、Survivin の抑制により、細胞周期の停止やアポトーシスが誘導され、放射線照射後の細





いては、OBP-301 による Survivin の抑制もまた、オートファジーの促進と放射線感受性増感
に関与したと推測され、結果として、LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰの低下、p62 の消費が生じた。以上のこと
から、OBP-301 は STAT3 を介して放射線誘発性アポトーシス及びオートファジー関連細胞
死を調節する可能性が示唆された（Figure 9）。しかしながら、OBP-301 が STAT3 を介してど
のようにオートファジーを制御しているかに関しては更なる網羅的解析が必要である。 
in vivo での治療実験においては、OBP-301 併用放射線療法は放射線単独療法に比べて
















Ap53Ab は OSCC の診断及び予後予測の一助になる腫瘍マーカーとなり得ることが示唆され
た。また、OBP-301 併用放射線療法は放射線耐性を克服可能とし、治療抵抗性 OSCC や、治療
困難 OSCC 患者の新規治療法となり得ることが示唆された。 
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